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(54) litre: MAMMIFERE NON GENETIQUEMENT MODIFIE. MODELE POUR LA SCLEROSE EN PLAQUES 
(57) Abstract 

A non-human mammal genetically modi- 
fied without affecting its genome and having any 
two of the following pathological signs: (a) a 
Wood-brain barrier that is open or permeable to 
water-soluble blood molecules non-specific for 
the cerebral parenchyma, (b) an astrocyte disorder 
revealed particularly by physical network disor- 
ganisation, the disappearance of perivascular feet 
around the capillaries, and gliosis, (c) microglial 
cell activation, (d) demyelinisation plates, partic- 
ularly in the brain stem and/or the cerebral white 
matter, and (e) central nervous system glial and 
endothelial cell lesions, as well as the uses of said 
animal, are disclosed. 

(57) Abrege- 

Animal mammifere, non humain, modine* 
sans affecter son genome, posseVlant au moins 
deux quelconques des signes pathologiques suiv- 
ants: (a) une barriere hdmatoencephalique ou- 
verte ou permeable aux molecules hydrosolubles 
du sang non specifiques du parenchyme cerebral; 

prtsentes dans le tronc cdrfbral e«/ou iHutattnci htoSZ , V? microglialcs; (d) des plaques de demyelinisation. notamment 
systeme n.rvcux central. eTuSlsS de cerefaclleuse; (e) des les,ons des cellules gliales et de. cellules end^lialcTTu 
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MAMMIFERE NON GENETIQUEMENT MODI FIE, MODELE POUR LA SCLEROSE EN PLAQUES 

La presente invention concerne l'obtention d'un 
5 animal mammifere, non humain, modifie, presentant une 
physiopathologie similaire a celle de patients atteints de 
sclerose en plaques (SEP) , ainsi que les utilisations de 
1' animal ainsi obtenu. 

Une alteration de la barriere hematoencephalique 
10 (BHE) semble etre un element crucial dans le developpement 
des lesions de la sclerose en plaques (SEP) (Gay & Esiri 
1991, Hawkins & col 1991, Thompson & col 1992, Poser 
1993). II semble qu'une predisposition genetique, combinee 
a un agent pathogene, peut-etre d'origine virale, puisse 
15 entralner ces lesions puis que se developpe un processus 
xnf lammatoire et auto-immun demyelinisant (Wasksman 1985) . 
- Les observations de Perron &. col (1989, 1991) d'une 
activite transcriptase inverse (RT) , et de la presence de 
particules virales dans des lignees de cellules 
leptomeningees et des monocytes en culture de patients 
atteints de SEP, apportent des arguments compatibles avec 
une etiologie virale, plus particulierement retrovirale, 
de la SEP. une hypothese recemment verifiee par les 
presents inventeurs, est que, dans la SEP, des monocytes 
25 probablement infectes par un retrovirus soient 
susceptibles de liberer des molecules gliotoxiques in 
vitro. En effet, le surnageant de monocytes preleves chez 
des patients SEP en phase de poussee et mis en culture in 
vitro, ajoute au milieu de culture d'explants de cortex de 
30 rat embryonnaire a montre une toxicite ciblee 
preferentiellement sur les astrocytes (voir la demande de 
brevet PCT/FR95/00178 deposee au nom de la Demanderesse et 
dont le contenu est incorpore dans la presente description 
par reference) . La purification du surnageant de monocytes 
35 de patients atteints de SEP, actif in vitro, a mis en 
evidence un facteur toxique represents majoritairement par 
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une fraction de 17 Kd et une bande associee minor itaire de 
21 Kd. Ce facteur induit une mort par apoptose de lignfees 
d 1 astrocytes, et aussi d 1 oligodendrocytes, in vitro (voir 
la demande de brevet PCT/FR95/00178) . Ces deux fractions 
5 se retrouvent fegalement dans le liquide cfephalorachidien 
(LCR) et s6rums de patients atteints de SEP (Dobransky & 
col soumis) . 

Les auteurs ont decouvert que, de maniere 
surprenante, 1 1 inoculation du facteur toxique defini ci- 
10 dessus chez un animal, provoquait chez ce dernier, 
l 1 apparition de lesions physiopathologiques, en 
particulier cerebrales, de meme nature que celles 
observfees chez les patients atteints de sclerose en 
plaques. 

15 Ainsi, la presente invention concerne un animal 

mammifere, non humain, modifife, chez lequel on observe des 
signes ou anomalies caract€ristiques de la sclerose en 
plaques quand elles sont observfees chez l'homme. 

Par animal modifie selon l 1 invention, on entend un 

20 animal qui, par rapport a un animal temoin de m§me 
f ami lie, de m£me genre et de meme espdce, a subi une 
modification volontaire. Cette modification volontaire 
n'affecte pas le genome de l f animal et en particulier 
l 1 animal n'est pas transgfenique. Elle se caractferise 

25 essentiellement par un 6tat physiopathologique life a une 
infection de I 1 animal par le facteur gliotoxique tel 
qu'obtenu a partir de liquide biologique prfelevfe chez des 
patients atteints de sclerose en plaques. 

Les diffferents objets de l f invention sont les 

3 0 suivants : 

un animal mammiffere, non humain, modifife sans 
affecter son gfenome, possedant au moins deux quelconques 
des signes ou anomalies suivants : (a) une barrifere 
h6matoenc6phaligue ouverte ou permeable aux molfecules 
35 hydrosolubles du sang non specif iques du parenchyme 
cerebral ; (b) une atteinte astrocytaire notamment rfevfelee 
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par la disorganisation des reseaux physiologiques, par une 
disparition des pieds astrocytaires autour des vaisseaux 
capillaires et par une gliose ; (c) une activation des 
cellules microgliales ; <d) des plaques de 
5 demyelinisation, notamment presentes dans le tronc 
cerebral et/ou la substance blanche cerebelleuse ; (e) des 
lesions des cellules gliales et des cellules endotheliales 
du systeme nerveux central, en parti culier une 
modification de la morphologie et/ou une fragmentation au 
10 moins partielle de 1 'ADN des cellules gliales de type 
astrocytaire, a distance du point d'injection ; de 
preference, 1 'animal pbssede au moins deux des signes 
pathologigues (a), (d) et (e) ; selon une autre variante 
de 1> invention, 1 'animal possede tous les signes (a) (b) 
15 (c) , (d) et (e) ; 

- un animal mammifere, non humain, modifie sans 
affecter son genome, susceptible d'etre obtenu par 
inoculation du facteur gliotoxique tel qu' obtenu dans une 
culture de monocytes ou dans un liquide biologique de 

20 patients atteints de sclerose en plaques ; 

- un procede d'obtention d'un animal tel que 
defini precSdemment, comprenant les etapes consistant a : 

* disposer d'une quantite infectante de facteur 
gliotoxique, tel qu' obtenu a partir d'une culture de 
monocytes ou a partir d'un liquide biologique d'un patient 
atteint de sclerose en plaques, 

* inoculer ladite quantite infectante a 1' animal ; 

- 1' utilisation d'un animal de 1» invention pour 

mesurer l'efficacite d'un procede therapeutique notamment 

30 d'un agent medicamenteux, anti-inf lammatoire ou anti- 
toxique ; 

- 1' utilisation d'un animal de 1' invention, pour 
mesurer l'efficacite d'un procede therapeutique notamment 
d'un agent medicamenteux, destine au traitement de la 

5 sclerose en plaques ; 
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1 'utilisation d'un animal de 1 1 invention pour 
determiner la nocuite ou l'innocuite d'un procede 
therapeutique notamment d'un agent roedicamenteux, sur le 
cerveau pathologique de 1' animal d#crit ; 
5 - un procede pour mesurer l'efficacite d'un 

procede therapeutique notamment d'un agent medicamenteux, 
anti-inf lammatoire, comprenant les stapes consistant a : 

* disposer d'un animal de 1' invention, 

* administrer ledit procede therapeutique a 

10 1' animal , 

* mesurer l'efficacite du procedi therapeutique en 
observant la reduction ou 1 'absence du ou des signes 
pathologiques decrits precedemment , par rapport a un 
animal temoin malade ayant req:u le facteur gliotoxique, 

15 mais n' ayant pas re<?u le procede therapeutique, et en 
reference a un temoin normal traits par ledit procede 
therapeutique mais n' ayant pas regu de facteur 
gliotoxique ; 

- un procede pour mesurer l'efficacite d'un 
20 procede therapeutique notamment un agent medicamenteux, 

destine au traitement de la sclerose en plaques, 
comprenant les etapes consistant a : 

* disposer d'un animal de 1' invention, 

* administrer ledit proced6 therapeutique a 

25 1' animal, 

* mesurer l'efficacite du procede therapeutique en 
observant la reduction ou 1' absence du ou des signes 
pathologiques decrits precedemment, par rapport a un 
animal temoin malade ayant regu le facteur gliotoxique, 

3 0 mais n' ayant pas regu ledit procede therapeutique, et en 
reference a un temoin normal traite par ledit proc6de 
therapeutique mais n 1 ayant pas re?u de facteur 
gliotoxique ; 

- un procede pour determiner la nocuite ou 
35 l'innocuite d'un procede therapeutique notamment d'un 

agent medicamenteux # sur le cerveau pathologique de 
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1' animal de 1' invention, comprenant les etapes consistant 
a: 

* disposer d'un animal de 1' invention, 

* administrer ledit procede therapeutigue a 

5 1* animal, 

* mesurer la reponse au procede therapeutigue par 
une observation histopathologigue etudiant les criteres 
precedemment decrits. 

Une autre utilisation de 1' animal modifie selon 
10 1' invention reside dans l'obtention d'hybridomes 
susceptibles de produire des anticorps monoclonaux diriges 
contre le facteur gliotoxique et issus de lymphocytes B 
preleves sur ledit animal et fusionnes avec des cellules 
tumorales adaptees a l'obtention d'hybridomes (hybridomes 
15 rat/rat ou rat/souris selon Kohler et Milstein 1975) . 
Ainsi 1' invention concerne un procede de production 
d' anticorps monoclonaux diriges contre le facteur 
gliotoxigue et/ou contre des molecules induites ou 
modifiees par les effets du facteur gliotoxigue, 
20 comprenant les etapes consistent^ fusionner des 
lymphocytes B preleves sur un animal de 1« invention, avec 
des cellules tumorales appropriees, et a faire produire 
par l'hybridome issu apres selection, lesdits anticorps. 

L' invention a egalement pour objet un anticorps 
25 monoclonal dirige contre le facteur gliotoxigue et/ou 
contre des mol§cules induites ou modifiees par les effets 
du facteur gliotoxigue, susceptible d'etre obtenu par le 
procede ci-dessus. 

De preference 1 'animal modifie selon la presente 
30 invention appartient a la famille des murides, en 
particulier il s'agit d'une souris ou d'un rat. Mais 
1' animal de 1' invention pourrait etre un singe ou un 
cochon d'lnde. 

La partie experimentale ci-apres regroupant les 
35 exemples 1 a 3 en relation avec les figures 1 a 11, 
illustre l'effet pathologigue du facteur gliotoxigue in 
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vivo chez des rates, et la determination de cet effet 
permet d'fetablir la liaison avec les processus l£sionnels 
observfes dans la SEP. Dans les exemples 1 S 2 on examine 
Involution des lesions affectant les astrocytes, aprds 
5 injection intra ventriculaire de ce facteur chez le rat. 

La figure l est une photographie montrant 
1* organisation et 1 ■ orientation des astrocytes 
pferiventriculaires aprfes injection du facteur toxigue : 

Fig. 1A : t^moins : les cellules GFAP+ proches du 
10 ventricule lateral gauche sont de type fibreux ; les corps 
eel lula ires sont dens&ment marques ; les prolongements 
sont relativement epais ; les cellules GFAP+ sont 
orientfees parallelement au plan de coupe (coupe 
verticof rontale) ; 
15 Fig. IB : rates traitees par le facteur toxique : 

les cellules GFAP+ observes a proximite du ventricule 
lateral gauche ont un soma hypertrophic et/ou polymorphe 
avec une disorganisation des extensions cytoplasmiques ; 
1 1 orientation de ces cellules est perpendiculaire au plan 
20 de coupe et 1 1 organisation des cellules est palissadique ; 

Fig. 1C : a plus fort grossissement de Fig. IB, on 
observe un astrocyte normal ; 

Fig. ID : a plus fort grossissement de Fig. IB, on 
observe un astrocyte dont les prolongements cytoplasmiques 
25 sont orientes vers le ventricule lateral gauche ; 

Barre : A, B (20 /Am) C,D (60 /Am) 

La Figure 2 illustre des nodules dans le SNC de 
rats traitis par le facteur toxique : 

Fig. 2A : dans le striatum des rates timoins, les 
30 cellules GFAP+ sont de petite taille, de forme 6toil£e, 
les prolongements sont courts et fins ; 

Fig. 2B : chez les rates traitfees par le facteur, 
les corps astrocytaires sont hypertrophies, et ont des 
prolongements cytoplasmiques anormaux (tres fins et 
35 nombreux) ; 
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Fig. 2C : chez les rates traitees par le facteur, 
on observe des nodules dans le striatum ; 
Bar re : 20 nm 

Fiqure 3 represente 1 • organisation des astrocytes 
5 periventriculaires suite a 1' injection du facteur 
gliotoxique : 

Fig. 3A : chez les rats temoins, les prolongements 
astrocytaires forment des patchs immunoreactif s GFAP+ 
autour des vaisseaux ; 

10 Pi 9- 38 : <=hez les rates traitees, les 

prolongements astrocytaires autour des vaisseaux ont 
regresse ou disparu ; on observe en outre une "depletion" 
de l»environnement vasculaire en astrocytes ; 

Fig. 3C : chez les rates traitees, a proximite de 
15 certains vaisseaux, des foyers de gliose astrocytaire se 
forment ; les astrocytes sent densement marqu€s a la 
GFAP ; les prolongements cytoplasmigues sont plus epais ; 
Barre : 40 /xm 

La Fiqure 4 montre la distribution des astrocytes 
dans le cortex, 10 jours apres lesion : 

Fig. 4A : chez les animaux temoins, dans la zone 
marginale du cortex piriforme, les astrocytes ont un 
aspect de "chandelles" et leurs prolongements 
cytoplasmigues sont orientes vers la pia 

25 perpendiculairement a sa surface ; 

Fig. 4B : dans la couche I du cortex piriforme 
chez les rates traitees, on observe une modification 
structural des cellules GFAP+ qui ont perdu leur 
orientation physiologique ; on observe une disorganisation 
30 de la glia limitans etablie par les prolongements 
astrocytaires ; 

Fig. 4C : chez les animaux temoins, dans les 
couches II et III du cortex, les cellules GFAP+ ont une 
forme etoilee ; les prolongements cytoplasmigues nombreux 
35 occupent l'espace intercellulaire ; 
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Fig. 4D : chez les rates trait^es, on observe une 
regression des prolongements cytoplasmiques, une 
augmentation de l'espace intercellulaire et une perte de 
la morphologie "6toil6e M des astrocytes ; 
5 Barre : 40 

La Figure 5 met en evidence la fragmentation de 
1 1 ADN cellulaire par la technique TUNEL aprfes traitement 
par le facteur toxique : 

Fig. 5A : chez les rates trait§es, on observe les 
10 cellules TUNEL+ dans la paroi des ventricules lateraux ; 

Fig. 5B : chez les rates traitSes, observation 
dans la substance blanche du cervelet ; 

Fig. 5C : chez les rates traitees, observation 
dans la couche des grains du cervelet ; 
15 Fig. 5D : chez les rates traitfies, observation au 

niveau des vaisseaux arachnoldiens ; 

Fig. 5E : chez les rates traitSes, on observe que 
dans le cervelet, 1 "ADN fragments se retrouve dans le 
cytoplasme ; 

20 Fig. 5F : chez les rates traitfees, on observe les 

cellules TUNEL+ dans les plexus choroldes, avec une contre 
coloration & 1 'hfematoxyline ; 
Barre : 40 jxm 

La Figure 6 : chez des rates traitfees par le 
25 facteur toxique, des cellules GFAP positives sont TUNEL 
positives ; des cellules endotheliales sont parfois aussi 
TUNEL positives : 

Fig. 6A : cellules GFAP+ (bleu), €galement TUNEL+ 
(marron) dans le cortex ; 
30 Fig. 6B : dans le striatum ; on observe l 1 absence 

des prolongements cytoplasmiques et 1 9 attenuation du 
marquage GFAP ; 

Fig. 6C : cellule doublement marqu6e GFAP /TUNEL 
dans le cervelet ; 
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Fig. 6D : cellules doublement marquees 

(FVIII/TUNEL) dans la paroi vasculaire ; le marquage du 
FVIII est trfes faible ; 

Barre : 40 pm 

5 La Figure 7 est une photographie montrant 

l'ouverture de la barriere hematoencephalique chez les 
rates traitees par le facteur toxique : 

Fig. 7A : dans une large zone periventriculaire, 
une diffusion d • immunoglobulines du sang s- observe 
10 1 • immunomarquage est diffus ; 

Fig. 7B : a plus fort grossissement, on observe 
une aureole d'IgG autour d'un vaisseau ; 
Barre : A 20 /urn, B 40 /tn 

La Figure ft represente la reactivity microgliale- 
15 macrophagique : 

Fig. 8A : chez les temoins, on observe des 
cellules OX42+ dans le striatum ; la microglie est sous 
forme quiescente, le marquage est faible ; tres peu de 
cellules sont observees ; 

20 Fig - 8B : chez les animaux traites, on note une 

modification morphologique des cellules OX42+ et une 
augmentation de leur nombre ; 

Fig. 8C : a plus fort grossissement de Fig. 8B, 
cellule microgliale quiescente ; 

25 Fi 9- 80 : a Pl«s fort grossissement de Fig. 8B, 

cellule microgliale reactive de type ramif ie ; 
barre : A, B, 20 *tm C, D, 40 urn 

— Fiqure — 9 illustre des foyers de microglie 
reactive dans le tronc cerebral : 

30 Fig - 9A : f °y er de cellules OX42+ dans le tronc 

cerebral ; 

Fig. 9B : a plus fort grossissement, les cellules 
OX42+ sont reactives de type ramif ie et pseudopodique ; 
Barres : A 10 /in B 20 urn 

35 La Fiqure 10 illustre la degradation myelinique : 
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Fig. 10A : substance blanche du cervelet oil l^n 
note une attenuation de 1 1 immunomarguage dans une large 
zone bien delimitee ; 

Fig. 10B : faisceau de mySline dans le cervelet oG 
5 on observe une forte degradation myeiinique ; 

Fig. 10C : agrandissement de Fig. 10B : degra- 
dation myeiinique tres nette ; 

Barre : A, B, 10 /ira C 20 ^ 

La Figure 11 represente une co-detection des 
10 astrocytes et des cellules TUN EI/ 1 " par rapport aux 
astrocytes dans des biopsies de patients (SEP) : 

Fig. 11A : astrocyte r£actif (bleu) entoure de 
cellules TUNEL + (marron) ; 

Fig. 11B : cellules GFAP + de petite taille, 
15 faiblement marquees par l'anti-GFAF, depourvues de 
prolongements cytoplasmigues et situ6es a la peripherie de 
la plague ; 

Fig. 11C : cellules TUNEL+ dans la paroi 
vasculaire, a phenotype endothelial ; 
20 Barre : 4 0 }im 

EXEMPLE 1 : DESCRIPTION DU MATERIEL ET DES 
TECHNIQUES UTILISES 

a) Le facteur gliotoxigue 

25 Les echantillons de LCR ou d' urine , ou les 

monocytes sont preieves chez des patients atteints de SEP. 
Le facteur toxique est purifie partiellement apr£s 
traitement sur une colonne echangeuse d'ions, puis sur une 
colonne de separation par exclusion, conf ormement & 

30 l'Exemple 11 de la demande de brevet PCT/FR95/ 00178 . Le 
facteur gliotoxigue est const itue ma joritairement par une 
fraction legere de 17 Kd et par une fraction lourde de 
21 Kd, qui ont toutes deux une forte affinite pour la 
concanavaline. 
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La separation du facteur gliotoxique est ci-apres 
detail lee, a partir de surnageants bruts de culture de 
monocytes /macrophages de patients atteints de SEP. 

* Preparation des cultures de 

5 monocytes/macrophages de patients atteints de SEP 

Le milieu de culture comprend du RPMI164 0 
(Boehringer), de la penicilline-streptomycine 

(bioMerieux) , de la L-glutamine (bioMerieux) , du pyruvate 
de sodium (Boehringer), des acides amines non-essentiels 
10 100X (Boehringer), du serum humain AB preleve chez des 
donneurs sains et seronegatifs pour tous les virus 
transmissibles par les derives sanguins connus (voir 
PERRON et al.. The Lancet, vol 337, pages 862-863, 6 Avril 
1991) . 

15 Les cellules lymphoXdes sont cultivees dans des 

flacons de culture de 75 cir>3 Primaria (Falcon) apres avoir 
ete separees du plasma et des autres elements figures 
sanguins par centrif ugation sur gradient de Ficoll 
(Lymphoprep®, Flow). Pour obtenir ces cellules lymphoXdes, 
20 50 ml de sang sont preleves par ponction veineuse sur tube 
sterile heparine (lithium heparine). Le sang et 1 -heparine 
sont bien melanges aussitet le sang preleve. 
Alternativement, le sang peut etre preleve dans des tubes 
contenant de l'EDTA. il est important ensuite, de 
25 transporter immediatement les tubes maintenus a +4*C au 
laboratoire, oii ceux-ci seront manipules sous hotte de 
culture a flux laminaire "biohazard" dans des conditions 
steriles. Pour une culture de monocytes, on prepare un 
milieu "RPMI" qui comprend 100-150 ml de milieu RPMI 1640, 
30 un melange de penicilline et streptomycine, 4% de L- 
glutamine, 1% de pyruvate de sodium, 1% d' acides amines 
non-essentiels Boehringer (100X) . on prepare egalement 3 
tubes steriles a fond conique de. 50 ml (Falcon) contenant 
10 ml du milieu "RPMI" sus-decrit, et 4 tubes steriles de 
35 50 ml avec 20 ml de Ficoll au fond. Les tubes heparines 
sont ouverts pour pipeter le sang, le deposer dans les 
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tubes contenant du milieu et le melanger doucement au 
milieu sus-d6crit. on pr£leve 5 ml de milieu "RPMI" et 
l f on rince la paroi des tubes h£parin§s. II faut 
accompagner ce rin<?age d'un grattage lfeger a l^aide du 
5 bout de la pipette plastique afin de d£coller des cellules 
ayant §ventuellement adh6r£ aux parois du tube, et le 
d£poser dans les tubes contenant le sang dilu£ dans le 
milieu "RPMI" , en m§langeant doucement le contenu par 
aspirations/refoulements successifs. II faut repeter ces 

10 operations jusqu'a ce que les tubes heparinSs soient 
propres. II faut ensuite deposer tres doucement (sans 
remous) le sang dilue dans le milieu "RPMI" , a la surface 
du Ficoll dans les tubes de 50 ml puis utiliser du milieu 
"RPMI" pour rincer le reste de sang dilue et le rScuperer 

15 comme precedemment pour le deposer delicatement a la 
surface des tubes avec le Ficoll. Ensuite, et sans secouer 
le Ficoll, il faut placer les tubes dans des godets pour 
centrifugeuse, equilibrer a l'aide de tubes remplis d'eau, 
et centrifuger a +15 °C pendant 20 minutes a 1800 trs/min, 

20 avec un mode de deceleration lente. Apres centrif ugation, 
on recupdre les tubes dans lesquels on enfonce doucement 
une pipette jusqu'a hauteur de l 1 interface sup^rieure 
"Ficoll/plasma" et l*on aspire doucement la couche 
blanchStre situee au dessus du Ficoll en decrivant des 

25 cercles concentriques depuis les parois, puis en decrivant 
des "zig-zags" d'un c6te a 1 1 autre de la surface du 
Ficoll. On place le milieu aspire dans des tubes de 50 ml, 
on le dilue dans au moins 3 fois le volume de milieu RPMI 
et l'on melange doucement par inversion des tubes bouch6s 

30 sterilement. On centrifuge ensuite les tubes k +15°C 
pendant 10 minutes Sl 18 00 trs/min , avec un mode de 
deceleration lente. Aprfes centrif ugation, on jette en 
versant lentement ma is regulierement le surnageant de ces 
tubes, tout en veillant a ce que le culot blanchatre de 

3 5 cellules ne se detache pas. On resuspend le culot dans 
10 ml de milieu "RPMI" par aspirations/refoulements 
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successifs et on centrifuge la suspension a +15»C pendant 
10 minutes a 1800 trs/min, avec un mode de deceleration 
lente. Par prelevement ou par 50 ml de sang preleve, on 
prepare deux petits flacons de culture en plastique 
5 electropositif (Falcon "PRIMARIA") de 75 cm3 et 10 ml de 
milieu "RPMI" auquel on aura ajoute 15% de serum humain 
"AB" (SH) sus-decrit. Apres centrif ugation, on elimine le 
sumageant comme precedemment, on resuspend doucement le 
culot dans 5 ml de milieu "RPMI" avec 15% de SH et 1 • on 
10 repartit les cellules resuspendues dans les flacons places 
a plat et a peine souleves. La suspension est aussitst 
repartie en remuant chaque flacon a plat. Les tubes de 
centrifugation sont rinces avec 5 ml de milieu "RPMI" a 
15% SH, et la suspension est ajoutee et repartie dans les 
15 deux flacons, comme precedemment. Avantageusement, tous 
les milieux utilises pour ces etapes sont a 37«»c 
^rechauffes au bain marie). One fois les flacons refermes, 
ils sont tenus a plat dans une etuve humide a 37«c avec 5% 
de C0 2 jusgu'au lendemain matin. Le lendemain matin, il 
convient de bien aspirer tout le sumageant avec les 
cellules en suspension, de rincer les flacons deux fois 
avec 4 ml de RPMI seul, en laissant "tremper" 5 minutes a 
chaque fois et en relevant lentement le flacon avant 
d- aspirer tout le milieu restant, afin d'eliminer les 
cellules non-adherentes . On remplit ensuite les flacons de 
5 ml de milieu RPMI a 15% de SH, on les replace a 1« etuve 
et l'on veille a ne pas les bouger pendant 4 h. Des cette 
6tape, il convient de toujours remplir les flacons places 
debout en dirigeant le jet sur la paroi super ieure afin de 
ne pas detacher les cellules en cours d- adhesion, puis, 
par la suite, affectees par un effet cytopathogene 
eventuel. Les suspensions cellulaires ainsi recueillies 
24 h apres la mise en culture, sont centrif ugees a +15 'C 
pendant io minutes a 1800 trs/min, avec un mode de 
35 deceleration lente. Event uellement, le culot de cellules 
peut etre repris dans du serum de veau foetal avec 10% de 
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DMSO (Dimethyl sulfoxide) pour etre congele & -80°C ou 
dans 1' azote liquide selon une procedure de maintien de 
cellules viables. Le surnageant correspondant est ensuite 
centrifuge a 3000 trs/min pendant 30 min afin d'eiiminer 
5 les debris cellulaires, et le surnageant clarifie est 
aliguote, rfepertorie comitie echantillon a 24 h de culture, 
soit Jl, puis stocke au congfelateur a -80 °C. Apres 48 h 
dans I'etuve, on sort les flacons, le surnageant est 
aspire delicatement , et, comme precedemment, centrifuge & 

10 3000 trs/min pendant 30 minutes afin d'eiiminer les debris 
cellulaires. Le surnageant clarifie est aliquote, 
r£pertorie comme echantillon a 3 jours de culture, soit 
J3, puis stocke au congelateur a -80 °C. Les flacons sont 
aussit6t remplis avec 5 ml de milieu RPMI §l 5% SH et 

15 replaces dans l'etuve. A partir de ce moment, le milieu de 
culture ne contient plus que 5% de SH et cette proportion 
sera utilisfee pour tous les renouvellements de milieu. Les 
milieux des flacons sont ensuite preieves, stockes sous 
aliquots de milieu clarifie des debris cellulaires, a 

20 -80°C comme precedemment, et remplaces par du milieu 
"RPMX" a 5% de SH, tous les trois ou quatre jours, jusqu"S 
ce que ne persiste plus aucune cellule adherente et 
rfefringente a 1 1 observation microscopique dans le flacon. 
* Separation du facteur gliotoxique 

25 Les echantillons de surnageants de culture sont 

regroupes (Jl a J final) apres decongeiation et sont 
pr§alablement chaufffes 30 min a 56 °C et centrifuges 10 min 
a 1500 trs/min, puis le surnageant est recup6r6 et, 
eventuellement, dialyse a 4°C dans 2 fois 20 volumes de 

3 0 tampon D-PBS, une premiere fois pendant 2 h, et une 
deuxieme durant la nuit. Le surnageant ainsi recueilli 
constitue 1 1 echantillon a partir duquel le facteur 
gliotoxique sera separl, selon la technique decrite dans 
la demande de brevet PCT/FR95/00178 • 

35 b) Injections cerebrales intraventriculaires 
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Les experiences sont realisees sur des rates 
Lewis, adultes (2 xnois) , pesant entre 200-250 g au debut 
de 1 'experience. Les animaux sont anesthesies a 1 'hydrate 
de chloral (400 ing/kg) injecte par voie intraperitoneal. 
5 Les injections de la solution toxigue, 5 a io ng 

de proteines actives dans 5 M l d'une solution de PBS 
(tampon phosphate salin) sterile sont realisees par des 
methodes stereotaxigues, dans le ventricule lateral 
gauche, (AP:0,8, L:i,5. P: 4 ). Les injections se font a 
10 1'aide d»une micropipette (22 m de diametre) accrochee a 
une seringue Hamilton de 25 nl. 

Les animaux sont sacrifies, io jours (n=9) apres 
1' operation. six animaux temoins sont soumis a des 
injections dans les memes conditions par 5 M l d'une 
15 solution de PBS sterile, et sont sacrifies au meme temps. 
Tous les animaux recoivent une dose letale d 'hydrate de 
chloral (0,5g/kg), puis perfuses par voie transcardiague 
a travers l'aorte ascendante, par une solution de 
paraformaldehyde 4 % dans du tampon phosphate 0,12 M. Les 
cerveaux avec moelles cervicales sont postfixes dans le 
meme fixateur pendant une heure a 4»C, ensuite 
cryoproteges dans une solution de sucrose 10 % dans du 
tampon phosphate 0,12 M pendant 2 jours, puis congeles 
dans de l'isopentane refroidi dans 1« azote liguide a -40-C 
25 et stockes a - 80 «c. Des coupes au cryostat 
verticofrontales, de io M m d'epaisseur, seriees toutes les 
100 nm sont recueillies sur des lames gelatinees l %. 

Certaines coupes sont colorees au violet de 
Cresyl, ou a 1 'hematoxyline eosine. 
30 c) Anticorps 

Pour marguer les astrocytes, on utilise un 
anticorps monoclonal anti-proteine gliale fibrillaire 
acide (anti-GFAP) (BOEHRINGER) dilue au 1/200. La myeline 
est visualisee par un anticorps anti-proteine basigue de 
35 myeline (anti-MBP) (BOEHRINGER) dilue au 1/500. Des 
anticorps monoclonaux OX42 dilues au 1/500 (SEROTEC) sont 
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utilises pour identifier les cellules microgliales- 
macrophagiques • 

Lors d f une ouverture de la BHE, des 616ments 
spfecifiques du sang sont d§tectes dans le parenchyme 
5 cfer6bral telles que les immunoglobulines (Dusart & col 
1993) . Un anticorps anti-immunoglobuline de rat (AMERSHAM) 
dilu£ au 1/200 est utilis§ pour visualiser une Sventuelle 
rupture de la BHE, 

Un anticorps anti-FVIII est utilise pour 
10 visualiser les cellules endotheliales . 

Dans tous les cas, les coupes sont incub&es avec 
les anticorps primaires aux concentrations indiquees 
durant une nuit k 4°C, ils sont dilues dans du PBS 0,1 M 
2 % BSA (s^rumalbumine bovine), 0,3% Triton-X. Les coupes 
15 destinees a #tre marquees par l f anti-MBP sont 
prfealablement degraiss^es dans de l'alcool absolu 
contenant 5 % decide acetique, pendant 25 minutes a 4°C, 
ensuite immergfees dans des bains d'alcools a 95 puis h 70, 
pendant 5 minutes pour chacun, et rinc§es plusieurs fois 
20 dans du PBS* 

L 1 anticorps secondaire (Anti-IgG de sour is 
biotinylfe, AMERSHAM) dilu6 au 1/2 00 est mis en presence 
des coupes, pendant environ 2 heures a temperature 
ambiante. 

25 Les coupes sont ensuite incub£es avec le complexe 

streptavidine-biotine / peroxydase (1/200). L'activit6 
peroxydase est rev€16e en presence de son substrat 
specif ique H 2 0 2 et de la DAB. Pour saturer les peroxydases 

endogenes, les coupes sont incubfees pendant 10 minutes 
3 0 dans du tampon phosphate 0,1 M (pH = 7,4) contenant 0,4 % 

d'eau oxygenfee, ensuite sont iminerg£es dans une solution 

de PBS contenant 2% de BSA pendant 3 0 minutes avant d'etre 

incub£es avec les anticorps primaires. 

Certaines coupes traitSes par les anticorps anti- 
35 GFAP, anti-FVIII sont rev£lees selon la technique ABC-AP. 
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Ces coupes sont ensuite trait€es selon la methode TUNEL 
ci-apres dfecrite. 

d) Mfethode TUNEL (Gavrieli & col 1992) 

Les coupes sont traitfees & la proteinase K 

(BOEHRINGER) (20 /ig/ml) pendant 15 minutes, ensuite 

incubfies avec la TdT et l'UTP biotinyle, pendant une heure 

a 37°. Les coupes sont ensuite mises en presence du 

complexe streptavidine-biotine / peroxydase (1/200) 

(AMERSHAM) . L f activite peroxydase est rev61ee en presence 
de H 2 0 2 et de la DAB. 

Certaines coupes trait^es selon la methode TUNEL 
seront contre-color6es a 1 'hematoxyline. 

EXEMPLE 2 : RE6ULTAT8 

Les resultats present€s dans cet exemple portent 
sur les -observations rialisees sur des rates sacrifices 10 
jours apres 1 'operation. On cherche en particulier & 
Ctablir si le facteur gliotoxique induit une mort de 
cellules gliales et de cellules endothCliales. A cet effet 
on decrit la progression de la rSponse microgliale 
macrophagique, l'Ctat de la BHE, de la myeline et de la 
morphologie astrocytaire. 

a) Impact dii facteur toxique sur les astrocytes 
La 16sion est bilatCrale, et affecte la 
distribution, 1 1 orientation et 1 'organisation de 
l 1 ensemble des astrocytes du SNC du rat. Les astrocytes 
prfesentent de profondes modifications morphologiques 
variables selon leurs localisations. Les lesions seront 
decrites, en partant des espaces periventriculaires vers 
les espaces subpiaux. 

Conformement aux figures IB, 2B f 2C, 3B et 3C, on 
distingue plusieurs cas : 

- les cellules GFAP-positives (GFAP+) de 
morphologie anormale, avec de longs prolongements 
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cytoplasiniques, s'organisent en palissades et sont 
orient§es vers les ventricules lat§raux (Fig. IB) ; 

- en s f 6cartant des espaces ventriculaires, 
notamment dans le striatum, on observe des cellules GFAP 

5 d 1 aspect fibreux densement imbriqufees les unes dans les 
autres, formant des nodules (Fig. 2B, 2C) . Ces nodules 
sont observes dans 1 1 ensemble des regions 

t€lencephaliques ; 

- les zones immunoreactives , formSes normaleroent 
10 par les prolongements astrocytaires autour des vaisseaux, 

ne sont pas visibles autour de la plupart des vaisseaux 
chez les rates traitees par le facteur toxique (Fig. 3B) ; 

- on observe des astrocytes prfesentant des formes 
r^actives, caractirisis par une hypertrophic de leurs 

15 somas et un 6paississement de leurs prolongements, ils 
sont densement marqu§s a la GFAP et se disposent souvent 
en foyers cellulaires a proximitS de certains vaisseaux 
(Fig. 3C) ; 

- dans le cortex, les cellules GFAP+ situees dans 
20 les couches profondes perdent leurs prolongements et se 

rarGfient ; dans les couches superf icielles, les 
astrocytes dont les prolongements cytoplasmiques 
s'orientent vers la pia normalement ont une morphologie 
anormale et une orientation anarchique (Fig. 4B) . 

25 La distribution des astrocytes chez les rats 

t€moins est normale et comparable a celle decrite par 
Kalman & Hajos 1989. L'astrogliose, chez les temoins sans 
gliotoxine (c'est-a-dire auxquels a 6t6 injectfe un 
placebo), est limitfce au niveau du site d 1 injection. 

30 b) Fragmentation de 1 1 ADN cellulaire induite par 

le facteur toxique dans le SNC du rat (mise en evidence 
par la mSthode TUNEL) 

Des cellules donnant une riponse positive dans la 
m£thode de TUNEL (TUNEL+) sont observees dans tout le SNC 

35 du rat. Elles sont plus fr£quentes dans la paroi des 
ventricules oil elles correspondent a des cellules de type 
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ependymaire (Pig. 5A ) . On les observe dans le cervelet 
(Fig. 5B), quelques-unes sont localises dans la couche 
des grains (Fig. 5C) , d'autres dans les parois des 
vaisseaux sanguins situes dans les espaces 
5 subarachnoldiens (Fig. 5D ) et intraparenchymateux, et 
aussi dans les plexus choroldes (Fig. 5E) . Certaines 
cellules TUNEL+ possedent de 1 ' ADN fragments dans leur 
cytoplasme. D'autres cellules TUNEL+ sont observees dans 
les plexus choroldes (Fig. 5F) . 

10 Des ce H«les GFAP+ sont TUNEL+. Elles sont 

observees dans l'ensemble du SNC (Fig. 6A , 6 B/ 6C) . Des 
cellules TUNEL+ marquees au FVIII sont aussi observees 
(Fig. 6D) . II faut noter que le marquage du FVIII dans ce 
cas-la est tres faible. 

15 Aucun cas de fragmentation d'ADN n'est observee 

chez les animaux temoins. Une ou deux cellules TUNEL+ sont 
parfois visibles au- site d' injection de la solution 
placebo. Mais la presence des cellules TUNEL+ disseminees 
dans le parenchyme cerebral est specifique des animaux 

20 gliotoxine + . 

c) Ouverture de la barriere hematoencephalique 
Une diffusion d • immunoglobulines du sang est 
observee dans le parenchyme cerebral, chez tous les 
animaux traites par le facteur toxique. Elle est plus 
marquee dans les espaces periventriculaires, autour de 
certains vaisseaux (Fig. ? A, 7B) . Ce phenomene n'est pas 
observe chez les temoins. 

d) Reactivity microgliale-macrophagique 
Les cellules OX42+ presentent des formes reactives 
caracteristiques, on distingue des formes ramifiees et 
pseudopodiques. Elles sont plus nombreuses par rapport a 
ce qui est observe chez les rates temoins (Fig. 8B) . Dans 
certaines regions du tronc cerebral et du cervelet, on 
observe des petits foyers de cellules OX42+ (Fig. 9A, 9B) . 

e) Demyelinisation induite par le facteur toxique 
chez le rat 
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Des aires de dfimyelinisation sont visualis6es par 
une attenuation du marquage de la MBP dans des foyers bien 
deiimites. Ces foyers sont tres nettement observables dans 
le tronc cerebral ainsi que la substance blanche 
5 cSrfebelleuse (Fig. 10A) • Des cas de degradation my61inique 
sont egalement observes epars dans pratiquexnent tout le 
SNC du rat (Fig. 10B, 10C) . 

EXEMPLE 3 : INTERPRETATION DES RESULTATS ACQUIS 

10 Le facteur toxique isoie et purifie a partir du 

LCR, d f urine ou de culture de monocytes, de patients 
atteints de SEP, injecte dans le LCR du rat induit des 
lesions affectant des cellules de type glial et aussi 
endothelial du SNC. Le facteur toxique est probablement 

15 distribue par le LCR qui circule dans les ventricules, 
puis dans les espaces subarachnoXdiens • II est absorbe par 
les vaisseaux arachnoSdiens, puis les sinus veineux. Des 
cellules TUNEL+ se situent dans les parois ventriculaires 
(cellules de type ependymaire) et dans les vaisseaux 

20 arachnoldiens. Une atteinte des cellules ependyroaires 
modifierait l 1 interface entre le LCR et le cerveau, ce qui 
est susceptible de favoriser la formation de lesions dans 
les espaces periventriculaires . Dans la SEP, les plaques 
de lesion sont situees & proximite du syst&me 

25 ventriculaire et sont frequentes autour des veinules. 
Certains auteurs ont evoque l 1 existence d f un agent de 
nature enzyxnatique, ou immunitaire ou autre, diffusant du 
LCR ou du sang, dans le cerveau (voir Marburg 193 6, 
Lumsden 1970) . Le facteur toxique injecte semble circuler 

30 dans le LCR, et a une action cibiee sur certains types 
cellulaires. II serait done diffusible du LCR vers le 
parenchyme cerebral oil il touche certaines populations 
cellulaires. 

La lesion affectant les astrocytes est complexe. 
35 On observe une fragmentation d'ADN d' astrocytes suggerant 
une mort par apoptose de ces cellules. Les astrocytes 
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induisent la formation et le maintien de la BHE, par le 
biais de leurs extensions cytoplasmiques perivasculaires 
(pieds astrocytaires) , meme s'ils ne la constituent pas 
(Stewart & Wiley 1981). ^alteration des astrocytes 
5 perivasculaires suggere une retraction des pieds 
astrocytaires pouvant par consequent modifier l'etancheite 
de la BHE. Aussi la fragmentation de l'ADN de cellules 
endothelials cerebrales suggere des modifications des 
proprieties intrinseques de ces cellules qui pourraient 
10 conduire a une ouverture de la BHE. La detection 
d'immunoglobulines du sang dans le cerveau du rat en 
constitue une preuve. il est possible que ce soit les 
modifications morphologiques des astrocytes 

perivasculaires, qui se pro duisent tres t6t, qui 
15 conduisent a la modification du phenotype des cellules 
endotheliales et done a 1 'alteration de la BHE. 

Plusieurs auteurs insistent sur des anomalies au 
niveau des vaisseaux sanguins dans les plaques chroniques 
de SEP (Jellinger 1969, Weller 1985, Gay & Esiri 1991). 
Les cellules endotheliales des capillaires contiennent des 
immunoglobulines et 1 'al-antiglobuline indiquant 
1 • augmentation du transport vesiculaire transendothelial a 
la peripheric des plaques. On a note egalement le passage 
de mediateurs immunitaires humoraux et cellulaires, 
temoignant aussi d'une ouverture de la BHE (Compston & col 
1989) . 

On a egalement observe une astrogliose, a 
proximite de certains vaisseaux, et une proliferation tres 
marquee d' astrocytes fibreux dans 1- ensemble du SNC du 
rat. Les astrocytes apres stimulation, produisent une 
variete de molecules immunoregulatrices. Elles incluent 
IL-1 (Fontana & col 1982), l'IL-6 (Frei & col 1989), IFN-y 
(Tedeschi & col 1986) et aussi du TNF-a (Robbins & col 
1987, Sawada & col 1989, Chung & col 1990) . Le TNF-a est 
toxique pour les cellules endotheliales (Deguchi & col 
1989, ishii & col 1992). il a un role important dans la 



20 



25 



-ISOOCID: <WO 9733466A1 I > 



WO 97/33466 PCT/FR97/00469 



progression des lesions dans la SEP (Sharief & col 1991) . 
II existe une correlation entre l'ouverture de la BHE et 
le taux de production de TNF-a chez les patients atteints 
de SEP (Sharief & Tompson 1992) . Le TNF-a a un effet 
5 cytotoxique direct sur les oligodendrocytes et provoque 
les destructions myGliniques (Selmaj & Raine 1988) . II 
induit une prolif iration d 1 astrocytes in vitro (Barna & 
col 1990) . 

On sait aussi que les astrocytes se retrouvent au 

10 carrefour des reactions inf lammatoires. lis reprfesentent 
les cellules immunocompetentes residentes dans le SNC 
(Foritana & col 1987) . Une alteration primaire des 
astrocytes dans les processus 16sionnels de la SEP 
pourrait a la fois d€stabiliser l^equilibre hom^ostatique 

15 du SNC, et declencher une cascade d 1 §v§nements de type 
inf lammatoire qui about iraient a une demy61inisation. 

Des facteurs solubles d'origine monocytaire ou 
lympholde pourraient altferer 1* activity biologique des 
astrocytes (Chung & col 1990) et induire des cytokines, 

2 0 certaines potent iellement dfemyfelinisantes . 

On a observe une proliferation microgliale 
macrophagique chez les rates trait€es par le facteur 
toxique. Cette r6activite s« observe sous forme de foyers 
OX42+ localises dans la substance blanche, et plus dans le 

2 5 tronc cferebral. La microglie activSe produit aussi des 
cytokines, tel le TNF-a (Frei & Fontana 1989, Hetier & col 
1990), l f IL-6 (Frei & col 1989) et autres. Une r6activit6 
microgliale macrophagique a 6t6 decrite dans la SEP et 
pourrait participer aux processus de d6my€linisation 

30 (Woodroofe & col 1986, Esiri & col 1987). 

On observe egalement une dfemyfelinisation. Les 
aires de demy&linisation sont tres nettement d61imit6es 
dans le tronc cerebral et la substance blanche 
cerebelleuse. Ces aspects sont tres proches de ceux qui 

35 sont observes dans la SEP. Les resultats obtenus suggerent 
que le facteur toxique isol6 a partir du LCR de patients 
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SEP induit des lesions a large etendue dans le SNC du rat. 
Ces lesions se rapprochent par leur nature et leur 
distribution de certaines des lesions observees dans la 
SEP, notamment la demyelinisation, 1 'astrogliose 
5 fibrillaire, la reactivite microgliale macrophagique et 
l'ouverture de la BHE avec formation d'un oedeme objective 
par la diffusion d ' immunoglobulines plasmatiques intra- 
par enchymat euse . 

Ces resultats montrent 1 ' interet d'utiliser ce 
10 nouveau roodele animal experimental pour etudier la 
neuropathologie de la SEP et mettre au point des 
strategies a visee therapeuti q ue pour inhiber la synthese 
ou blo q uer 1' action du facteur gliotoxique et a 
contrecarrer ses effets dans un roodele in vivo. 

15 

EXEMPLE 4 ; EVALUATION DE L'EFFICACITE 
THERAPEUTIQUE D'UN TRAITEMENT DE LA SCLEROSE EN PLAQUES A 
L • AIDE DU MODEL E ANIMAL INDUIT PAR LA GLIOTOXINE 

Premierement, un echantillon de facteur 
20 gliotoxigue purifie est prepare selon la description faite 
dans l'Exemple l et dans la demande de brevet 
PCT/FR95/00178. 

Deuxiemement, une serie de rats Lewis femelles est 
selectionnee selon les criteres decrits dans l'Exemple 1. 
25 Une trentaine ou plus de ces animaux recoivent au 

jour 0, une dose de facteur gliotoxique en injection 
stereotaxique intraventricular , selon le protocole 
decrit dans l'Exemple l. Aux jours 0, 1, 3, 8, et 10 (par 
exemple) apres injection du facteur gliotoxique, ils 
30 recoivent une dose adequate d'un agent therapeutique tel 
que le Rolipram®, 1 • interferon 0, 1 ■ azathioprine, le 
cyclophosphamide, un antiserum anti-gliotoxine, ou tout 
autre moyen therapeutique a evaluer. Cette serie "A" 
correspond aux animaux malades (gliotoxine +) traites avec 
35 un produit ou procede actif, et est susceptible d'etre 
reproduite en plusieurs variantes pour evaluer un 
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protocole d 1 administration quantitatif et qualitatif 
optimal parmi toutes les vari antes. 

Une trentaine (ou plus) de ces animaux re<?oivent 
au jour 0 une dose de facteur gliotoxique en injection 
5 st^reotaxique intraventriculaire, selon le protocole 
dfecrit dans l'Exemple 1, mais regoivent un placebo inactif 
du traitement dfefini dans la s6rie A, dans des conditions 
rigoureusement €quivalentes. Cette sferie "B w correspond 
aux animaux malades (gliotoxine +) constituant un contr61e 

10 positif non-traitfe. 

Une trentaine (ou plus) de ces animaux re<?oivent 
au jour 0, une injection placebo de facteur gliotoxique 
(tampon d* injection avec de la serum-albumine) , mais 
req:oivent le protocole thferapeutique actif defini dans la 

15 s£rie A. Cette s£rie "C" correspond aux animaux sains 
(gliotoxine -) constituant un contrdle n^gatif traits qui 
permet d f §valuer les ef f ets eventuellement 116s au 
traitement actif , en dehors de l'effet du facteur 
gliotoxique. 

20 L^ef f icacitfe therapeutique est §valu§e en 

sacrifiant des animaux des series A, B et C, au jour 10, 4 
un mois, trois mois # six mois, voire un an si necessaire, 
apres 1" injection du facteur gliotoxique ou de son 
placebo, selon le protocole dfecrit ^Exemple 1. 

25 Les cerveaux des animaux sont Studies selon les 

descriptions techniques de l^xemple 1. 

Les critferes suivants sont notamment retenus pour 
la comparaison entre les animaux des series A, B et C: 
Aspects gen§raux : 

3 0 - 6tat general 

- perte de poids 

- modifications comportementales . 

Histopathologie cferebrale (a distance du point 
d' injection) : 
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- anomalies morphologiques et histologiques des 
astrocytes (tels que d§crites dans les exemples 
pr6c§dents) ; 

fragmentation de l'ADN (technique TUNEL 
5 positive) dans des cellules astrocytaires principalement, 
mais eventuellement et notamment ependymaires ou 
endotheiiales ; 

- ouverture de la BHE visualisee par au moins une 
zone de diffusion intra-parenchymateuse d 1 immunoglobulines 

10 seriques ; 

activation macrophagique des cellules 

microgliales ; 

^ anomalies morphologiques et histologiques des 
structures myeiiniques et/ou des oligodendrocytes ; 
15 ~ presence ou absence d^infiltrats lymphocytaires, 

notamment p6ri-vasculaires. 

L'efficacite therapeutique est demontree si une 
difference significative (reproductible sur un nombre 
d'animaux statistiquement analysable) existe entre la 
20 frequence, 1' intensive, la surface, la sommation, des 
anomalies sus-d6crites observ^es chez les aniroaux de la 
s£rie A (gliotoxine +/traitement actif) et ceux de la 
serie B (gliotoxine + /traitement placebo) . 

L'efficacite therapeutique est d'autant meilleure 
25 que la difference entre les observations rapportees dans 
la s§rie A et celles rapportees dans la serie C, devient 
non-significative selon les roemes criteres que 
pr£c£demment . 

Cette efficacite peut etre ainsi evaluee selon les 
3 0 differents protocoles d • application des traitements 
(sferies "A" avec variantes) et 1 'efficacite a terme, en 
fonction du temps ecouie apres injection du facteur 
gliotoxique, est evaluee en sacrifiant des animaux de 
chaque serie a des temps croissants comme mentionn6 ci- 
35 dessus. 
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EXEMPLE 5 : OB TENT I OK D» ANTICORPS SPECIFIQUES 
ANTI-FACTEUR GLIOTOXIQUE ET/OU DIRIGES CONTRE DES 
MOLECULES INDUITE6 OU MODI FI EES PAR LES EFFETS DU FACTEUR 
GLIOTOXIQUE 

5 Injection de facteur gliotoxique (intracSrfebrale, 

intrap6riton6ale, ou IP, intraveineuse, ou IV, 
intramusculaire, ou IM, ou intradermique, ou ID) a une 
sferie d^nimaux selon Exemple 1. 

Rappels par injections IP, IV, ID ou IM apres un 
10 mois, deux mois, trois mois, voire plus* 

Prelfevement de la rate (organe) de l 1 animal apres 
un mois, deux mois, trois mois, quatre mois, voire plus. 

Verification des atteintes neuropathologiques 
selon 1" Exemple 1. Conservation de coupes de cerveau 
15 fixfees pour 1' etude des anticorps produits. 

Extraction des lymphocytes de la rate et reprise 
dans milieu de culture en vue de fusion avec cellules 
transform^es ad€quates pour I'obtention d'hybridomes 
sfecr^teurs d 1 immunoglobulines. 
20 Selection des clones fusionn^s viables. 

Screening des specificites des anticorps produits 
par les hybridomes : 
Gliotoxine : 

1- test d 1 inhibition d f activity: 

25 Les suspensions d' anticorps produits par les 

diffferents clones sont ajoutees dans des puits de cultures 
contenant une solution de facteur gliotoxique tel que 
dfefini pour le bio-essai d£crit dans la demande de brevet 
PCT/FR95/00178. Des suspensions d' anticorps controles 

30 d'aniwaux inject^s avec un placebo de gliotoxine sont 
ajoutees 5 des puits temoins. L' activity gliotoxique est 
mesuree dans chaque puits conformement a la description de 
la demande de brevet pr€cit6e. Toute difference 
significative obtenue avec une suspension d f anticorps 

35 montrant une activity gliotoxique infer ieure a la valeur 
tfemoin "plancher" (moyenne des puits avec anticorps 
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temoins moins trois ecart-types) , montre une activite 
anti-gliotoxine inhibitrice. 

Ces anticorps inhibiteurs ont un interet pour la 
detection du facteur gliotoxique (ELISA, etc...}, mais 
5 aussi pour la therapeutique anti-gliotoxine 

(eventuellement, apres humanisation des anticorps en 
substituant la partie constante de 1" anticorps avec une 
chaine d'lg humaine et en conservant la partie variable de 
1' anticorps animal). 
10 2- Test serologique 

Une fraction de gliotoxine est exposee aux 
differentes suspensions d- anticorps selon une technique 
serologique adaptee et les anticorps sp€cifiques sont 
reveles par une reaction positive. 
15 Alternativement, une source de gliotoxine 

recombinante ou des peptides synthetiques derives de sa 
sequence. peuvent etre utilises pour ce screening. 

Les clones d'hybridome interessants sont cultives 
ulterieurement pour produire des anticorps monoclonaux. 
20 Antigenes tissulaires : 

Les tests serologiques peuvent etre appliques a 
des antigenes extraits des tissus des animaux naiades et 
compares avec des tissus equivalents d« animaux temoins 
pour identifier des molecules induites ou modif iees par 
25 I'effet du facteur gliotoxique. 

ces anticorps peuvent avoir un interet 
diagnostique, voire therapeutique. 
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R EVEND I CAT I ONS 
1. Animal mammifere, non humain, modifife sans 

affecter son gfinome, caract6ris6 en ce qu'il possfede au 
moins deux quelconques des signes pathologiques suivants : 
5 (a) une barrifere h&natoencephalique ouverte ou permeable 
aux molecules hydrosolubles du sang non sp€cifiques du 
parenchyme c6r6bral ; (b) une atteinte astrocytaire 
notamraent r£v616e par la disorganisation des r&seaux 
physiologiques, par une disparition des pieds 

10 astrocytaires autour des vaisseaux capillaires et par une 
gliose ; (c) une activation des cellules microgliales ; 
(d) des plaques de demyfilinisation, notamment presentes 
dans le tronc cerebral et/ou la substance blanche 
c€r§belleuse ; (e) des 16sions des cellules gliales et des 

15 cellules endoth€liales du syst&me nerveux central, 

2. Animal selon la revendication 1, 
caract§ris6 en ce que les lesions selon (e) consistent en 
une modification de la morphologie et/ou une fragmentation 
au moins partielle de I'ADN des cellules gliales de type 

20 astrocytaire, 

3. Animal selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisi en ce qu'il poss&de au moins deux des signes 
pathologiques (a), (d) et (e) . 

4. Animal mammifere, non humain, modifiG sans 
25 affecter son gfenome, caract£ris€ en ce qu'il est 

susceptible d f £tre obtenu par inoculation du facteur 
gliotoxique tel qu 1 obtenu dans un liquide biologique de 
patients atteints de sclerose en plaques. 

5. Animal selon l'une quelconque des 
30 revendications precedentes, caracteris£ en ce qu^l 

appartient a la famille des muridSs, en particulier 
1' animal est un rat. 

6. Procfedfe d'obtention d'un animal selon 
l'une quelconque des revendications precedentes, 

35 comprenant les etapes consistant a : 
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- disposer d'une quantite infectante de facteur 
gliotoxique, tel qu'obtenu a partir d'un liquide 
biologique d'un patient atteint de sclerose en plaques, 

- inoculer ladite quantite infectante a 

5 1' animal. 

7. Utilisation d'un animal selon l'une 

quelconque des revendications i a 5, pour mesurer 
l'efficacite therapeutique d'un procede therapeutique, 
notamment d'un agent medicamenteux, anti-inf lammatoire. 

10 8 * Utilisation d'un animal selon l'une 

quelconque des revendications l a 5, pour mesurer 
l'efficacite therapeutique d'un procede therapeutique, 
notamment d'un agent medicamenteux, destine au traitement 
de la sclerose en plaques. 

15 9 - Utilisation d'un animal selon l'une 

quelconque des revendications l a 5 , pour determiner la 
nocuite ou 1,'innocuite d'un procede therapeutique, 
notamment d'un agent medicamenteux, sur le cerveau 
pathologique de 1' animal. 

20 10 * Procede pour mesurer l'efficacite d'un 

procede therapeutique, notamment d'un agent medicamenteux, 
anti-inf lammatoire, caracterise en ce qu'il comprend les 
Stapes consistant a : 

- disposer d'un animal tel que defini selon 
25 l'une quelconque des revendications 1 a 5, 

- administrer ledit procede therapeutique 
notamment agent medicamenteux a 1' animal, 

- mesurer l'efficacite du procede therapeutique 
en observant la reduction ou 1' absence du ou des signes 

30 pathologiques definis dans les revendications 1 a 3, par 
rapport a un animal temoin ma lade ayant recu du facteur 
gliotoxique, mais n' ayant pas recu le procede 
therapeutique, et en reference a un temoin normal traite 
par ledit procede therapeutique mais n' ayant pas recu de 

35 facteur gliotoxique. 
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11. Procfede pour mesurer 1 1 ef f icacitg d'un 
procfedfe therapeutique, notamment d'un agent m6dicaroenteux, 
destine au traitement de la sclerose en plagues, 
caract§rise en ce qu*il comprend les §tapes consistant & : 

5 - disposer d*un animal tel que defini selon 

l'une quelconque des revendications 1 a 5, 

- administrer ledit proc6d6 th£rapeutique a 

1 'animal, 

- mesurer l'efficacite du proc6d6 therapeutique 
10 en observant la reduction ou l 1 absence du ou des signes 

pathologiques definis dans les revendications la 3, par 
rapport S un animal temoin malade ayant re?u du facteur 
gliotoxique, mais n' ayant pas reqru le proc£d6 
therapeutique, et en reference a un temoin normal traits 
15 par ledit proc€d6 therapeutique mais n ■ ayant pas re?u de 
facteur gliotoxique. 

12. ProcfedS pour determiner la nocuit€ ou 
1 1 innocuit€ d ■ un proc£d€ therapeutique , notamment d 1 un 
agent m6dicamenteux, sur le cerveau pathologique d'un 

20 animal tel que d£fini selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracteris§ en ce qu f il comprend les 
etapes consistant & : 

- disposer dudit animal, 

administrer ledit proc6d£ therapeutique a 

25 l v animal, 

- mesurer la reponse du procede therapeutique 
par une observation histopathologique du ou des signes 
pathologiques definis dans les revendications 1 a 3. 

13. Proc6d6 de production d'anticorps 
30 monoclonaux dirig§s contre le facteur gliotoxique et/ou 

contre des molecules induites ou modifiees par les effets 
du facteur gliotoxique, comprenant les etapes consistant & 
fusionner des lymphocytes B preiev6s sur un animal tel que 
defini a l f une quelconque des revendications 14 5, avec 
35 des cellules tumorales adaptees & l'obtention 
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d'hybridomes, et a faire produire par 1 • hybrid ome issu 
selectionne lesdits anticorps. 

14. Anticorps monoclonal dirige contre le 
facteur gliotoxique et/ou contre des molecules induites ou 
modifiees par les effets du facteur gliotoxique, 
susceptible d'etre obtenu par le precede selon la 
revendication 13. 
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